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Na procura das causas de morte fetal, sabendo que 15% - 20% das gravidezes 
clinicamente reconhecidas terminam em aborto espontâneo (Kajii et al., 1980), o estudo 
dos produtos de abortamento torna-se da maior importância.  
Sabendo que as alterações cromossómicas têm uma presença considerável nas causas de 
aborto, o estudo citogenético é, ainda, a primeira opção na avaliação destas alterações, 
por permitir detectar, para além de anomalias cromossómicas numéricas (as mais 
frequentes entre os cariótipos anormais nestes tecidos), anomalias estruturais 
(equilibradas e desequilibradas). No entanto, esta técnica envolve a cultura de células, 
que no caso dos produtos de abortamento está frequentemente associada ao insucesso 
[10% a 40% (Lomax et al., 2000; Fritz et al., 2001)]. 
Nessa situação de falência de cultura, é possível recorrer a técnicas de biologia 
molecular: MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) e QF-PCR 
(Quantitative Fluorescent Polymerase Chain Reaction), as quais permitem a detecção 
rápida de anomalias cromossómicas numéricas.  
Entre outras, estas técnicas estão a ser amplamente estudadas, quer em Diagnóstico Pré- 
-Natal na pesquisa de aneuploidias com resultados mais rápidos (Adinolfi et al., 1997; 
Cirigliano et al., 2001; Slater et al., 2003; Nicolini et al., 2004; Allen et al., 2006; 
Waters et al., 2006, 2007; Shaffer, 2007; Kooper et al., 2008), quer ao nível do estudo 
de produtos de abortamento na procura da superação do insucesso da cultura celular 
(Diego-Alvarez et al., 2005, 2007; Bruno et al., 2006). A utilização destes testes de 
modo isolado, embora alguns autores já os considerem suficientemente eficientes, não é 











When looking for the causes of foetal death, and knowing that 15% - 20% of clinically 
recognised pregnancies end in spontaneous abortion (Kajii et al., 1980), the study of the 
products of abortion is quite important.  
Since chromosomal changes are often indicated as a cause of abortion a cytogenetic 
study is still the first option for assessing these changes. It may detect both numerical 
chromosomal abnormalities (the commonest in abnormal karyotypes in these tissues) 
and structural aberrations (balanced and unbalanced). But this technique involves cell 
culture and this often fails for abortuses [10% a 40% (Lomax et al., 2000; Fritz et al., 
2001)]. 
Where cell culture is unsuccessful molecular biological techniques may be useful: 
MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) and QF-PCR (Quantitative 
Fluorescent Polymerase Chain Reaction), which can quickly detect numerical 
chromosomal abnormalities.  
These techniques, and others, have been widely studied in different areas. First, they are 
employed in prenatal diagnostics in the search for aneuploidy to obtain swift results 
(Adinolfi et al., 1997; Cirigliano et al., 2001; Slater et al., 2003; Nicolini et al., 2004; 
Allen et al., 2006; Waters et al., 2006, 2007; Shaffer, 2007; Kooper et al., 2008); They 
have also been used to study the products of abortion in efforts to overcome cell culture 
failure (Diego-Alvarez et al., 2005, 2007; Bruno et al., 2006), which this work 
addresses. The use of these tests on their own is not yet routine practice in any 



























Aborto/Abortamento – expulsão espontânea ou induzida do embrião ou do feto 
ADN – ácido desoxirribonucleico 
AKE – solução tampão (Cloreto Amónio – NH4Cl, Hidrogenocarbonato de Potássio – 
KHCL3 e EDTA)  
Alelos – forma alternativa de um gene, num mesmo locus de um par de cromossomas 
homólogos, sendo um de origem materna e o outro de origem paterna 
AM - amelogenina 
ARN – ácido ribonucleico (mARN – ARN mensageiro)  
Autossomas – todos os cromossomas humanos (#1 ao #22, com a excepção dos 
sexuais (X e Y) 
Blastocisto – estrutura formada durante a embriogénese (70-100 células) 
bp – pares de bases  
Cariótipo – conjunto de cromossomas característicos de uma espécie biológica  
Citogenética – ramo da genética que estuda os cromossomas 
CGH – comparative genomic hybridisation 
Cromossoma – estrutura organizada contendo ADN, proteínas, elementos 
reguladores e outras sequências nucleotídicas 
Cromossomas homólogos – elementos de um par de cromossomas idênticos, um 
com origem materna e o outro com origem paterna 
dNTP - desoxirribonucleotídeos 
Diploidia (2n) – número característico de cromossomas nas células somáticas, que 
corresponde a duas cópias de cada cromossoma (na espécie humana 2n=46, 23 pares de 
cromossomas) 
DPN – Diagnóstico Pré-Natal 
EDTA – ácido etilenodiaminotetraacético 
Electroforese – técnica de separação de moléculas por meio de corrente eléctrica de 
acordo com a carga, tamanho e/ou forma 
Eucariota – célula ou organismo em que o núcleo está envolvido por membrana 






Exão – região do gene que é transcrita 
Fenótipo – características físicas, bioquímicas e/ou fisiológicas observadas, 
resultantes da interacção do meio ambiente com um ou vários genes 
FISH – fluorescent in situ hybridisation 
Gâmeta – célula reprodutiva madura (ovócito e espermatozóide), com um número 
haplóide (n) de cromossomas 
Gametogénese – mecanismo de formação dos gâmetas (divisão celular) 
Genoma – todo o componente genético, haplóide ou diplóide 
Haploidia (n) – situação em que uma célula contém metade do número característico 
de cromossomas de uma espécie (ex: gâmetas) 
Heterozigotia – ocorrem dois alelos diferentes num mesmo locus de um par de 
cromossomas homólogos 
Homozigotia – ocorrem dois alelos idênticos num mesmo locus de um par de 
cromossomas homólogos 
Kb - kilobases 
Locus – local de um cromossoma onde se encontra um gene (plural: loci) 
Mb - Megabases 
MgCl2 – cloreto de magnésio 
mix – mistura; conjunto de sondas (sequências conhecidas de ADN) – probe-mix - e/ou 
enzimas e/ou reagentes, construído artificialmente 
MLPA – multiplex ligand-probe amplification 
Mosaicismo – presença, no mesmo indivíduo, de duas ou mais linhas celulares 
provenientes de um mesmo zigoto com genótipo ou cariótipo diferente  
Nucleotídeos – moléculas constituídas por um nucleosídeo (açúcar (ribose ou 
desoxirribose) + base azotada) e um grupo fosfato, cuja polimerização dá origem à 
cadeia de ADN ou ARN 
Oligonucleotídeos – sequência curta (20-40) de nucleotídeos  
Oogénese – processo de formação de gâmetas femininos 
PCR – polymerase chain reaction 
Polimorfismo – variação genética resultante da existência de diferentes alelos, num 
locus, numa população 
QF-PCR – quantitative-fluorescent polymerase chain reaction 
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rpm – rotações por minuto 
STR – short tandem repeats 
TAMRA – corante fluorescente 
tris-HCL – hidrocloreto tris (hidroximetil)aminometano 
Zigoto – célula diplóide resultante da fecundação de um gâmeta feminino por um 













































No sentido de avaliar o interesse da utilização das técnicas de biologia molecular no 
estudo cromossómico de produtos de abortamento em casos de insucesso de cultura 
celular, finalidade a que este trabalho se propõe, existem conceitos e mecanismos que 
deverão, primeiramente, ficar esclarecidos. 
 
 
1. DIVISÃO CELULAR 
 
1.1 OS CROMOSSOMAS 
O processo de divisão celular das células somáticas é conhecido por mitose (mitos – 
filamento), devido ao aparecimento de filamentos que se vão condensando e que se 
coram intensamente, os chamados cromossomas (croma – cor; soma – corpo). 
O nome cromossoma foi inicialmente utilizado para designar as estruturas coradas que 
se tornam aparentes na mitose de células eucarióticas. Hoje em dia, este termo designa 
uma unidade morfológica e fisiologicamente activa, visível ou não ao microscópio, que 
contém a informação genética, independentemente do estado de condensação. Os 
cromossomas localizam-se no núcleo1, são constituídos por uma molécula de ADN 
(genes, elementos reguladores e outras sequências nucleotídicas) e proteínas associadas, 
e  representam porções de cromatina mais ou menos condensada, com morfologia e 
número específico e constante para cada espécie (Tabela 1). 
A molécula de ADN pode ser circular ou linear, sendo esta a forma presente nas células 












                                                 
1 as células podem conter mais do que um tipo de cromossomas, por exemplo na organização do ADN mitocondrial (na maioria das 




Tabela 1 – Número de cromossomas de algumas espécies diplóides (2n) [1] 
 
Espécie 





Nº Total de 
Cromossomas 
(2n) 
Centeio 14 Ervilha 14 
Drosófila 8 Borboleta 380 
Caracol 24 Minhoca 32 
Galo 78 Pomba  16 
Porco 40 Cavalo 64 
Humano 46 Chimpanzé 48 
 
As proteínas permitem o suporte da estrutura dos cromossomas e algumas, as histonas, 
apresentam um grau de conservação tal que as diferenças entre elas em espécies como o 
ser humano e a ervilha-doce são muito pequenas, o que mostra a importância destes 
elementos em processos vitais da célula (provavelmente na manutenção da integridade 
da estrutura dos cromossomas).  
A cromatina compõe-se, então, de ADN e proteínas e pode apresentar diferentes graus 
de condensação, aparecendo na sua forma menos condensada, a eucromatina, ou na 
mais condensada, a heterocromatina, que se divide em heterocromatina constitutiva e 
heterocromatina facultativa. A eucromatina contém a parte codificante do ADN, os 
genes, enquanto a heterocromatina contém ADN não-codificante (heterocromatina 
constitutiva, que geralmente contém sequências repetitivas) ou inactivo 
(heterocromatina facultativa, que por vezes se expressa). 
 
O estudo morfológico dos cromossomas mostrou que, no núcleo das células somáticas 
eucariontes, existem duas cópias de cada um (salvo o caso dos cromossomas sexuais no 
sexo masculino) – cromossomas homólogos - pelo que estas se classificam como 
diplóides (2n). Quando, como é o caso dos gâmetas, as células apresentam apenas um 
exemplar de cada cromossoma (n), designam-se haplóides (aploos, simples; eidos, 
forma).   
 Ao conjunto de cromossomas característicos de uma espécie biológica dá-se o nome 
cariótipo (Figura 1), cuja identificação inclui o número de cromossomas e a indicação 
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dos cromossomas sexuais (XX - feminino; XY – masculino), para além de quaisquer 
informações extra a relevar. 
 
 
Figura 1 – Exemplo de cariótipo humano (46,XY) 
 
As técnicas de bandeamento cromossómico definem padrões de bandas específicos para 
cada cromossoma e intercalam bandas escuras com bandas mais claras, consoante a sua 
afinidade para a coloração. Esta distinção é devida à diferente composição em bases 
nucleotídicas, ao tempo do ciclo em que ocorre a replicação, à conformação do 
cromossoma e ao número de genes e sequências repetitivas (Regateiro FJ, 2003). 
 
As extremidades dos cromossomas são constituídas por regiões ricas em sequências 
conservadas de ADN contendo repetições da sequência TTAGGG, que se julga terem 
um papel importante na prevenção da união entre cromatinas de cromossomas 
diferentes – os telómeros (Figura 2). 
Durante o ciclo celular, os cromossomas variam na sua estrutura, podendo aparecer na 
sua forma simples e linear ou duplicados (neste caso as cópias - cromátides - são unidas 
pelo centrómero). O centrómero localiza-se numa região estreitada do cromossoma 
(Figura 2), dividindo-o em duas partes - o braço curto p e o braço longo q. Este 
estreitamento (também designado por constrição primária) adquire um papel 
importante nos movimentos mitóticos do cromossoma, servindo como ponto de inserção 










Figura 2 – Esquema exemplificativo de um Cromossoma [2] 
 
De acordo com a posição do centrómero, os cromossomas dividem-se em quatro tipos 
fundamentais (Figura 3):  
 
- telocêntricos, o centrómero situa-se na região terminal do cromossoma; 
- acrocêntricos, o centrómero é sub-terminal; 
- submetacêntricos, o centrómero divide o cromossoma em braços desiguais; 
- metacêntricos, o centrómero divide o cromossoma em braços iguais. 
 
Na espécie humana não existem cromossomas telocêntricos! 
 
 
B – braço do cromossoma 
C - centrómero 








A mitose, ou Fase Mitótica (Fase M), corresponde, nas células somáticas, a uma das 
fases do ciclo celular que envolve a divisão do núcleo, e consequente equidistribuição 
do material genético nuclear por duas células-filhas, e a divisão do citoplasma num 
processo que se designa por citocinese (citos, célula; cinesis, movimento). 
A outra etapa do ciclo de divisão celular é conhecida por interfase e compreende a 
duplicação dos componentes da célula-mãe. Como os cromossomas estão pouco 
condensados e dispersos pelo núcleo, nesta etapa não são visíveis ao microscópio 
óptico. Este processo estende-se por um período que vai desde o fim de uma divisão 
celular até ao início da divisão seguinte e distingue-se em três fases (Figura 4): 
 
1 - Período G1 (G de gap - intervalo) ou pós-mitótico 
Fase de crescimento celular, com intensa actividade biossintética (síntese de ARN e 
proteínas) e aumento do citoplasma. 
 
2 - Período S (S de synthesis – síntese) 
É a etapa mais bem definida da interfase, em que ocorre a duplicação do ADN, por 
replicação semi-conservativa. No fim desta fase, cada cromossoma passa a ser 
constituído por duas cromátides unidas por um centrómero. 
 
3 - Período G2 ou pré-mitótico 
Estende-se desde o final da síntese de ADN até ao início da mitose seguinte e aqui têm 
lugar vários processos necessários para a próxima divisão, tais como a síntese de 
biomoléculas e das proteínas tubulina, actina e miosina. 
 





A divisão do núcleo envolve processos que vão levar a diferentes transformações na 
célula e desenvolve-se em quatro fases. 
 
1 - Profase 
Caracteriza-se pela condensação gradual da cromatina interfásica, ficando os 
cromossomas mais pequenos, espessos e visíveis ao microscópio óptico. 
É nesta fase que se observa o início da formação do fuso mitótico ou fuso acromático, 
um conjunto de microtúbulos que se estendem entre os pólos da célula e vão ter a 
função de conduzir os cromossomas na sua migração aos pólos opostos, durante a 
anafase. 
Esta etapa termina com a desorganização completa dos nucléolos e a fragmentação da 
membrana nuclear. 
 
2 - Metafase 
A condensação dos cromossomas progride activamente nesta fase. Os microtúbulos, que 
se inserem nos cinetocoros (pequena estrutura situada no centrómero que contém as 
proteínas necessárias à ligação dos microtúbulos), concluem a formação do fuso 
acromático e, devido à actividade destes sistemas microtubulares, os cromossomas 
dispõem-se no plano central da célula, com as cromátides orientadas para cada um dos 
pólos e os centrómeros no centro, formando a placa equatorial. 
 
3 – Anafase 
Ocorre a quebra do equilíbrio metafásico com a ruptura dos centrómeros e consequente 
separação das cromátides irmãs (cromossomas-filhos). Inicia-se a migração das 
cromátides para cada um dos pólos opostos das células, por acção do encolhimento dos 
microtúbulos do fuso acromático – migração polar. 
No final desta fase, cada pólo apresenta o mesmo número de cromossomas, contendo 
todo o material genético da célula-mãe, mas apenas com uma cromátide. 
 
4 –Telofase 
Caracteriza-se pela organização das membranas nucleares e consequente formação de 
duas futuras células distintas, as células-filhas. Observa-se a descondensação da 
cromatina, a reorganização dos nucléolos, a reconstituição da membrana nuclear e o 




Com este mecanismo de divisão celular, cada célula-filha recebe o mesmo número de 
cromossomas e a mesma informação genética da célula-mãe (Figura 6). 
 
1.4 MEIOSE 
A reprodução sexuada é caracterizada pela união de dois gâmetas (um masculino e um 
feminino), num processo denominado fecundação.  
A formação dos gâmetas ocorre através de um tipo singular de divisão celular a que se 
dá o nome de meiose (meion, menor). Nesta, uma célula com um conjunto diplóide (2n) 
de cromossomas dá origem a quatro células de número haplóide (n), altamente 
especializadas, os gâmetas (Figura 6).  
A meiose conduz, então, à redução para metade do número de cromossomas e 
quantidade de ADN através de duas divisões - meiose I e meiose II - sem que ocorra 
síntese de ADN  (duplicação do material genético) entre as divisões. 
 
Meiose I 
Envolve quatro etapas (Profase I, Metafase I, Anafase I e Telofase I) e termina na 
formação de duas células-filhas. 
 
1 - Profase I 
É a fase mais longa e complexa da meiose e pode representar 85% - 95% do tempo total 
desta divisão.  
Compreende 5 passos: 
 
 – Leptóteno 
Nesta fase ocorre a condensação dos cromossomas e aproximação dos homólogos, o 
nucléolo ainda está presente e as cromátides ainda não são visíveis ao microscópio. 
 
– Zigóteno 
Ocorre o emparelhamento dos cromossomas homólogos – sinapse – com a formação da 







 – Paquíteno 
Os cromossomas atingem nesta etapa o grau máximo de condensação; ocorre a 
formação dos pontos de quiasma, locais onde se dá troca de material genético entre 
homólogos [crossing-ove r(Figura 5)].  
 
 
Figura 5 – Mecanismo de crossing-over [5] 
 
 – Diplóteno 
Nesta fase, os cromossomas homólogos começam a afastar-se, evidenciando os pontos 
de quiasma, que, à medida que o afastamento se desenvolve, vão deslizando para a 
extremidade dos cromossomas.  
 
 – Diacinese 
É a última etapa da Profase I e aqui ocorre a separação completa dos homólogos. 
 
Durante a Profase I, a cromatina condensa-se sob a forma de cromossomas visíveis ao 
microscópio, o nucléolo desaparece e a membrana nuclear é desorganizada. É nesta fase 
que ocorre o crossing-over, troca de segmentos entre cromátides-irmãs. 
 
2 - Metafase I 
Os bivalentes dispõem-se no plano central da célula, cada homólogo com o centrómero 
apontado para pólos opostos e os pontos de quiasma alinhados na placa equatorial. 
 
3 - Anafase I 
Ocorre a segregação dos homólogos: a tétrada cromatídica é desfeita e os cromossomas 
migram para os pólos opostos da célula, por acção dos microtúbulos do fuso 
acromático. Ao contrário do que se passa na mitose, as cromátides-irmãs permanecem  





4 - Telofase I 
 Os cromossomas chegam aos pólos, descondensam, formam dois núcleos e ocorre a 
citocinese, com a formação de duas células haplóides. 
 
A passagem da primeira para a segunda divisão da meiose é um processo extremamente 
rápido, já que não ocorre interfase com a duplicação de ADN. 
 
Meiose II 
 A segunda divisão da meiose é em tudo semelhante à mitose, envolvendo os mesmos 
quatro passos. 
 
1 - Profase II 
Os cromossomas voltam a condensar, ocorrendo a desorganização da membrana nuclear 
e o início da formação do fuso acromático. 
 
2 - Metafase II 
Os cromossomas dispõem-se no plano equatorial da célula com os centrómeros 
alinhados no centro desse plano e as cromátides orientadas cada uma para seu pólo. 
 
3 - Anafase II 
Quebram-se os centrómeros e dá-se a migração de cada cromátide para pólos opostos. 
 
4 - Telofase II 
Os cromossomas atingem os pólos da célula, descondensam e a membrana nuclear 
reorganiza-se em torno de cada conjunto. No final desta fase dá-se a citocinese e 









Figura 6 – Esquemas exemplificativos dos mecanismos de Mitose e Meiose [6] 
 
A importância da meiose é bem evidente na formação de células germinativas com 
metade do número de cromossomas das células somáticas. Com o objectivo da 
reprodução sexuada, esta divisão mostra-se fundamental, permitindo que se mantenha 
constante o número de cromossomas de geração em geração. 
A recombinação genética (crossing-over) em meiose I e a ascensão aleatória dos 
cromossomas são dois factores geradores de variabilidade e diversidade genética entre 
organismos.  
(Stansfield, 1998; Junqueira, 1987) 
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2. ANOMALIAS CROMOSSÓMICAS 
 
As anomalias cromossómicas podem ser numéricas ou estruturais e são responsáveis 
por diversas síndromes, diferentes fenótipos e por cerca de 50% - 60% dos casos de 
aborto espontâneo do primeiro trimestre. 
 A maioria destas anomalias deve-se a erros nos processos de divisão celular, mais 
especificamente nas duas divisões da meiose. Estes erros podem, assim, levar à 
formação de gâmetas desequilibrados e, consequentemente, a um zigoto desequilibrado 
– anomalia constitucional. 
 
2.1 ANOMALIAS NUMÉRICAS 
As anomalias numéricas, as aneuploidias, representam erros no número de 
cromossomas e podem dividir-se em: 
 
- Trissomias – existem três cópias de um determinado cromossoma, ficando o número 
total de cromossomas igual a 47 (Figura 7); 
 
- Monossomias – existe apenas uma cópia de um determinado autosoma ou apenas um 
croossoma sexal, ficando o número total de cromossomas igual a 45; 
 
- Poliploidias – existe uma multiplicação do número total de cromossomas. Ex: 
Triploidia – existem três cópias de cada cromossoma, 3n=69 cromossomas. 
 
A perda de material genético, a monossomia, é geralmente menos tolerada do que o 
ganho de material, a trissomia. O tipo de fenótipos que advém  destes erros é de 






Figura 7 – Cariótipo de uma trissomia 21 (Síndrome de Down – 47,XY,+21) 
  
As causas mais comuns para a ocorrência de anomalias numéricas são os erros de 
divisão celular designados por não-disjunção (Figura8). A não-disjunção define-se 
como a incapacidade de cromossomas homólogos se separarem simetricamente durante 
a divisão celular. Esta situação pode ocorrer nos diferentes tipos de divisão celular: em 
mitose, sendo a principal causa de mosaicos – indivíduos constituídos por duas linhas 
celulares geneticamente diferentes provenientes do mesmo zigoto - , e em meiose (I e 
II), dando origem a trissomias e monossomias. 
 
 Em meiose I, o mecanismo de não-disjunção levará a um gâmeta dissómico para 
determinado cromossoma e a um gâmeta nulissómico para o mesmo cromossoma, por 
falência na separação dos homólogos. Outra situação que poderá acontecer é a de a 
primeira divisão meiótica se dar normalmente, mas ocorrer uma não-disjunção em 





n – número de cromossomas 
 
Figura 8- Esquema exemplificativo dos mecanismos de não-disjunção em Meiose I e II: não-disjunção 
de homólogos em Meiose I e não-disjunção de cromátides-irmãs em Meiose II [7] 
 
Estudos centrados nos cromossomas 8, 13, 15, 16, 18 e 21 (Nicolaidis and Petersen, 
1998) permitiram inferir que, pelo menos na oogénese, a maioria dos casos de não-         
-disjunção ocorre em meiose I. Outros estudos mostraram ainda que  os casos de 
trissomia 16 são  devidos a mecanismos de não-disjunção em meiose I materna e que 
90% dos casos de 47,XXX são também erros de origem materna, sendo que metade 
provém de não-disjunção na primeira divisão meiótica e cerca de 1/3 provém de erros 
na segunda divisão meiótica, sendo o restante atribuído a acontecimentos pós-zigóticos 
(Thomas et al., 2001). 
A meiose II será o local de erro preferencial para a maioria das trissomias do 
cromossoma 18. 
A maioria das aneuploidias devidas a não-disjunção ocorre durante a oogénese, em 
regra tanto mais frequentemente quanto maior a idade materna. A vulnerabilidade da 
meiose materna dever-se-á, principalmente, à degradação progressiva de factores que 




O cromossoma X será o único em que a não-disjunção paterna terá uma importância 
reconhecida (Tabela 2). A não-disjunção (em meiose I) dos cromossomas sexuais no 
homem originará gâmetas aneuplóides (24,XY) e explica 50% dos casos de indivíduos 
com cariótipo 47,XXY [GROUP (TECW) , 2008]. 
 
Tabela 2 2 – Mecanismos de não-disjunção dos cromossomas X, 13, 16, 18 e 21 
Cromossoma 
Materna Paterna 
Meiose I Meiose II Meiose I Meiose II 
X ++ + ++ - 
13 ++ + - - 
16 ++ - N.O. N.O. 
18 + ++ N.O. N.O. 
21 ++ + - - 




2.2 ANOMALIAS ESTRUTURAIS 
As anomalias estruturais representam alterações que envolvem perdas, ganhos ou 
mudança de posição de determinados segmentos cromossómicos, sem alteração do 
número total de cromossomas, e dividem-se habitualmente em translocações, inserções, 
inversões, deleções, duplicações, isocromossomas e outros rearranjos complexos.  
 
Translocação 
É o rearranjo mais comum e envolve a troca de  material entre dois cromossomas 
(Figura 9). As translocações podem ser: recíprocas - troca de material envolvendo dois 
cromossomas - ou Robertsonianas - envolve os cromossomas acrocêntricos (13, 14, 15, 
21 ou 22), resultando num cromossoma constituído por ambos os braços longos dos 
cromossomas envolvidos, perdendo-se os braços curtos. 
 
 
                                                 







    
 
Figura 9- Esquema exemplificativo de  translocação recíproca entre os cromossomas 4 e  20 [8] 
 
Inversão 
Este rearranjo envolve apenas um cromossoma e caracteriza-se pela inversão de um 
segmento cromossómico (Figura 10). As inversões podem ser: paracêntricas – o 
segmento invertido não abrange a região do centrómero, ocorrendo num dos braços do 
cromossoma – ou pericêntricas – o segmento invertido abrange a região do centrómero, 
com um ponto de quebra em cada braço do cromossoma.                                                   
                 
Inversão paracêntrica              Inversão pericêntrica 
 




Rearranjo que envolve pelo menos três quebras num ou dois cromossomas e se traduz 
pela inserção de um segmento cromossómico noutro local do próprio cromossoma – 




Derivado do  
cromossoma 4 






Figura 11 – Esquema exemplificativo de uma inserção intercromossómica (do cromossoma 4 no 
cromossoma 20) [8] 
 
Deleção 
Rearranjo que envolve pelo menos uma quebra num cromossoma com perda 









A duplicação ocorre quando parte de um cromossoma aparece repetida. Este rearranjo 














Figura 13 – Esquema exemplificativo de uma duplicação [8] 
 
Isocromossoma 
Este rearranjo traduz-se na perda de um braço cromossómico completo e duplicação do 
outro braço, passando o cromossoma a ser composto por duas cópias “em espelho” do 
mesmo braço (Figura 14). 
 
 
Figura 14 – Esquema exemplificativo de um isocromossoma [10] 
 
Os rearranjos estruturais podem dividir-se em desequilibrados ou equilibrados, 
dependendo da ocorrência, ou não, de perdas ou ganhos de material genético. A um 
nível citogenético, no entanto, apenas se poderá afirmar que o rearranjo é 
aparentemente equilibrado, já que, mesmo com elevada resolução, esta técnica não 
permite excluir um desequilíbrio genético ao nível de apenas algumas Kilobases de 
ADN. 
Os desequilíbrios cromossómicos dos autossomas levam frequentemente a alterações 
fenotípicas. O desequilíbrio pode envolver cromossomas inteiros, no caso das 
aneuploidias, ou partes de cromossomas, nos casos de rearranjos estruturais. As 
situações de desequilíbrio levam a anomalias de maior ou menor gravidade no 
desenvolvimento fetal, dependendo do tipo e quantidade de material envolvido. Em 




espontâneo. Os casos que envolvem pequenos desequilíbrios genómicos poderão ser 
compatíveis com a vida intra e extrauterina, embora com o risco de desenvolvimento de 
uma criança com malformações e/ou atraso mental.  Apesar da elevada prevalência de 
anomalias cromossómicas verificada em gâmetas femininos e, em menor grau, em 
gâmetas masculinos, 99% dos nados-vivos têm cariótipo normal ou equilibrado, o que 
resulta de uma elevada mortalidade in utero dos desequilíbrios cromossómicos. 
 
Os indivíduos com maior probabilidade de produzir gâmetas anormais serão, 
naturalmente, os portadores de rearranjos cromossómicos equilibrados (por exemplo, 
translocação), dada a maior probabilidade de ocorrerem erros de segregação durante a 
gametogénese. 
Durante a meiose, os cromossomas com uma translocação equilibrada dispõem-se numa 
configuração quadrivalente (em forma de cruz) e podem sofrer vários modos de 
segregação, dando origem a diferentes tipos de gâmetas: segregação 2:2 equilibrada 
(alternada) ou desequilibrada (adjacente 1 e 2), segregação 3:1 e segregação 4:0. A 
expressão n:n designa o número de cromossomas que migra para cada célula. Assim, a 
segregação 2:2 será a única capaz de formar gâmetas normais (Figura 15).  
 
 Segregação 2:2 alternada 
 Um dos gâmetas recebe o par de cromossomas normal e o outro recebe o par de 
cromossomas com o rearranjo equilibrado. Este será, portanto, o único modo de 
segregação que leva a um cariótipo normal ou a um cariótipo com um rearranjo 
equilibrado, contendo a totalidade do complemento genético. 
Representando os cromossomas por A, B, A’ e B’ (A e B normais e A’ e B’ 
equilibrados), neste modo de segregação os gâmetas serão compostos por A&B ou 
A’&B’, respectivamente. 
 
Segregação 2:2 adjacente 
Este modo de segregação divide-se em adjacente 1 e adjacente 2. 
Na segregação adjacente 1, os cromossomas adjacentes não homólogos migram para a 
mesma célula, ficando cada uma com um cromossoma normal e um outro com o 
rearranjo, numa situação de desequilíbrio. Esta segregação dará origem a gâmetas 
A&B’ e B&A’. 
Na segregação adjacente 2, os cromossomas homólogos migram para a mesma célula – 
filha, num processo que poderá lembrar a não-disjunção. Aqui, os gâmetas formados 
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Figura 15 – Modos de segregação [11] 
 
Segregação 3:1 
Este tipo de segregação está na origem de aneuploidias. Assim, três dos cromossomas 
migrarão para um gâmeta  (que passará a ter, portanto, 24 cromossomas), ficando o 
gâmeta complementar com apenas um dos cromossomas (e um total de 22 
cromossomas), originando um zigoto com 47 ou 45 cromossomas, respectivamente. 
Normalmente, só o zigoto contendo 47 cromossomas é viável.  
Há oito possibilidades de gâmetas: 
AB&A’ e B’ 
AB&B’ e A’ 
A’B’&A e B 
A’B’&B e A,  
sendo os dois primeiros grupos os mais comuns. 
 
 
Emparelhamento na meiose 









Este tipo de segregação dá origem a duplas trissomias ou monossomias e só uma 









As aneuploidias podem representar desequilíbrios tão graves que resultarão em morte 
celular, mesmo antes da formação do blastocisto (Miller et al., 1980). As monossomias 
são a maior causa deste tipo de situações, por serem incompatíveis com a sobrevivência 
do embrião/feto, excepto a monossomia do cromossoma X [Síndrome de Turner 
(45,X)]. 
É no primeiro trimestre de gravidez que ocorre a maioria dos abortos espontâneos (em 
gravidezes clinicamente reconhecidas), dos quais um pouco mais de 50% são devidos a 
anomalias cromossómicas (Hassold et al., 1980). Destas, as trissomias representam 
cerca de 30% das causas de aborto, a monossomia X representa cerca de 9% e as 
triploidias cerca de 10%, sendo o resto (aproximadamente 2%) atribuído a rearranjos 
cromossómicos estruturais (Tabela 3). 
 
 Tabela 3 3 – Frequência de anomalias cromossómicas em abortos espontâneos 
 
ANOMALIAS CROMOSSÓMICAS (%) 
45,X Trissomia Poliploidia Estruturais Outras Total 
Aborto espontâneo 8.60 26.8 9.8 2.0 0.7 47.9 
Nado morto 0.25 3.8 0.6 0.4 0.6 5.65 
Nascimento <0.01 0.3 - 0.6 0.02 0.93 
Gravidezes reconhecidas 
clinicamente* 
1.30 4.3 1.5 0.8 0.15 8.05 
* -  assumindo 15% e abortos espontâneos e 1% de nados mortos (Jacobs and Hassold, 1995) 
  
As trissomias, como anomalia mais comum nos abortos espontâneos, têm a sua 
frequência associada à idade materna avançada, sendo muito baixa aos 20-24 anos e 
aumentando para 35% aos 40-44 anos (Warburton, 2007) (Tabela 4). 
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Tabela 4 4 – Abortos espontâneos – efeito do aumento da idade materna na incidência 





















28,6 60 6,5 22 0,72 8,3 1,6 0,6 
34,2 32 7 42 3 12 3 1 





Teoricamente, a cada trissomia reconhecida deveria corresponder uma monossomia, 
mas a única monossomia clinicamente detectada é a dos cromossomas sexuais. 
 
A Tabela 5 mostra a frequência de trissomias nos diferentes cromossomas, sendo a 16 a 
mais comum, embora o feto nunca sobreviva até ao nascimento. Em segundo lugar 
aparecem as trissomias dos cromossomas 21 e 22.  
Apenas três trissomias autossómicas são, em princípio, compatíveis com a vida, as 













                                                 




Tabela 5 5 – Frequência (%) e probabilidade de sobrevivência (%) de trissomias e 
monossomia X 
Cromossoma Abortos espontâneos Nados mortos Nascimentos Probabilidade de sobrevivência
1-12 0.1-1.1 0 0 0 
13 1.1 0.3 0.005 2.8 
14 1 - - 0 
15 1.7 - - 0 
16 7.5 - - 0 
17 0.1 - - 0 
18 1.1 1.2 0.01 5.4 
19 - - - - 
20 0.6 - - 0 
21 2.3 1.1 0.12 22.1 
22 2.7 0.1 - 0 
trissomia em mosaico 1.1 0.5 0.02 9 
dupla trissomia 0.8 - - 0 
XXY 0.2 0.4 0.05 55.3 
XXX 0.1 0.3 0.05 70 
XYY - - 0.05 100 
X0 8.6 0.25 <0.01 0.3 
Total 34.7 4.25 0.3 4.6 




A morte fetal poderá ocorrer num período mais avançado da gravidez, nomeadamente 
no segundo trimestre. Nestes casos, as anomalias cromossómicas mais frequentemente 
encontradas são aquelas consideradas “viáveis”. 
 
O risco de recorrência de trissomias livres é inferior a 1%, em mulheres com idades 
inferiores a 35 anos (Regateiro FJ, 2003). 
                                                 












Aborto recorrente define-se como três ou mais abortos consecutivos, embora alguns 
autores considerem o limite de dois abortos, e afecta cerca de 1% dos casais que tentam 
ter filhos (Ray and Regan, 2006). Para um casal com história de dois abortos, o risco de 
um aborto na gravidez seguinte é de cerca de 25%, aumentando para cerca de 33% num 
casal com história de três abortos espontâneos. 
As causas dos abortos recorrentes permanecem por explicar em cerca de 80% dos casos, 
sugerindo a possibilidade de causas genéticas. No entanto, estes acontecimentos podem 
ser associados a motivos variados para além dos genéticos, como factores endócrinos, 
infecciosos, anatómicos ou imunológicos. 
 
O risco de recorrência de um aborto é maior se se confirmar um cariótipo normal num 
produto de concepção do que se se verificar alguma anomalia cromossómica, sendo de 
sublinhar que os abortos recorrentes apresentam normalmente cariótipos normais 
(Lauritsen, 1976).  
Apesar das avaliações negativas, aproximadamente 70% dos casais terá uma gravidez 
subsequente bem sucedida, pelo que se julga que muitos dos abortos recorrentes 
acontecerão por acaso. 
 
Também nestes casos a idade materna é um factor de importância relevante. Para as 
mulheres com três ou mais abortos espontâneos, o risco de um próximo aumenta de 
40% aos 35 – 39 anos para 60% aos 40 – 44 anos (Nybo Andersen et al., 2000).  
 
Sabendo que em aproximadamente 3% - 4% dos casais com abortos recorrentes um dos 
membros tem um rearranjo estrutural equilibrado (De Braekeleer and Dao, 1990; 
Clifford et al., 1994; Franssen et al., 2006; Stephenson and Sierra, 2006; Ray and 
Regan, 2006) - uma translocação recíproca equilibrada ou uma translocação 
Robertsoniana - a análise citogenética destes casais e dos produtos de abortamento é um 
instrumento de grande utilidade na procura das causas destas ocorrências. Os portadores 
de translocações equilibradas são, habitualmente, fenotipicamente normais, podendo, no 
entanto, produzir gâmetas anormais devido à já referida segregação desequilibrada dos 
cromossomas na meiose. O risco reprodutivo depende do tipo de rearranjo encontrado e 
do elemento do casal que é portador desse rearranjo (Munne et al., 2000). No entanto,  
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diferentes estudos mostram que as probabilidades de gravidezes levadas a termo com 
nascimento de crianças normais são consideravelmente elevadas: Carp et al.. (2004) 
mostram um sucesso de 45%; Stephenson and Sierra (2006) apresentam 71% de 
nascimentos normais e Franssen et al.. (2006) apresenta, no seu estudo, 83% de 
gravidezes bem sucedidas. No entanto, dado que estes casais têm um risco acrescido de 
formação de gâmetas desequilibrados, deverá ser disponibilizado o diagnóstico pré-        
-natal.  
 
As aberrações cromossómicas representam, portanto, uma causa frequente de anomalias 
e morte fetal, pelo que a análise citogenética se apresenta como uma ferramenta de 
enorme importância na pesquisa das causas de insucesso reprodutivo. Do mesmo modo, 
a análise de produtos de abortamento é uma das rotinas mais informativa na avaliação 
das causas do aborto. A análise citogenética convencional, o cariótipo, continua a ser 
considerada a técnica de referência nestes estudos, embora não consiga frequentemente 
detectar rearranjos de segmentos genómicos menores do que 5-10 Mb, revelar a origem 
de marcadores supranumerários ou detectar rearranjos subteloméricos subtis.  
 
No entanto, esta técnica envolve a cultura de células que, no caso dos produtos de 
abortamento, está frequentemente [10% a 40% (Lomax et al., 2000; Fritz et al., 2001)] 
associada ao insucesso, além de que pode existir um crescimento preferencial de células 
de origem materna, se existir contaminação materna na amostra, o que pode não ser 
detectado em casos de fetos do sexo feminino.   
Nestes casos, é possível recorrer a técnicas de biologia molecular: QF-PCR 
(Quantitative Fluorescent Polymerase Chain Reaction) e MLPA (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification), que permitem a detecção rápida de anomalias 












5. PCR (Polymerase Chain Reaction) 
 
A PCR (Polymerase Chain Reaction) é uma técnica de biologia molecular desenvolvida 
em 1983, por Kary Mullis (Prémio Nobel), que hoje se revela indispensável na prática 
corrente de laboratórios médicos, de investigação biológica e de outras ciências. 
 
Os conceitos básicos desta técnica assentam na amplificação de ADN por replicação 
enzimática (ADN polimerase). A PCR permite, assim, numa sequência de reacções, a 
amplificação exponencial de um fragmento de ADN-alvo. 
 
Para que se dê uma reacção de PCR são necessários alguns componentes, sendo os 
principais a enzima ADN polimerase, os primers (específicos para a sequência-alvo),  
desoxinucleotídeos, tampão de reacção e MgCl2 (co-factor da ADN polimerase). 
A Taq polymerase é uma enzima isolada da bactéria Thermus acquaticus, capaz de 
tolerar altas temperaturas, como as requeridas numa reacção de PCR.  
Os primers são normalmente sequências de cerca de 20 nucleotídeos, complementares 
com as sequências adjacentes do ADN-alvo.  
 
A PCR tem a duração de algumas horas (2-4 horas) e consiste em 20 a 50 ciclos de 
oscilações de temperatura. O ciclo inicia-se com a desnaturação do ADN a cerca de 
95ºC, temperatura à qual se quebram as pontes de hidrogénio formadas entre as duas 
cadeias de ADN. Em seguida, procede-se à diminuição da temperatura para cerca de 
60ºC para que ocorra o emparelhamento dos primers (annealing) às sequências 
complementares, segundo as regras da complementaridade de bases (A-T; C-G) e 
através de pontes de hidrogénio. Posteriormente, a temperatura é aumentada para 72ºC, 
ocorrendo a extensão dos primers, que consiste na adição de nucleotídeos à 
extremidade 3’ do respectivo primer. No final deste ciclo existirão duas cópias de 
cadeia dupla do ADN-alvo. Este ciclo é repetido 20-50 vezes, aumentando 







Figura 16 – Esquema representativo de dois ciclos de reacção de PCR [12] 
 
Numa experiência de PCR todos os componentes são adicionados no início da reacção, 
não necessitando posteriormente de qualquer tipo de acção por parte de quem a realiza.  
 
Para que a reacção de polimerização não seja limitante, a quantidade de primers e 
olignucleotídeos livres é cerca de 107 vezes superior à quantidade de ADN-alvo. 
No final dos ciclos são obtidos milhões de cópias da sequência-alvo, designados por 
amplicões. O número de amplicões obtidos pode ser calculado por : 
 
Mf = Mi x 2
n 
 
em que Mf é o número de amplicões produzido, Mi é o número inicial de moléculas e n 
é o número de ciclos. 
A reacção de PCR pode ser afectada por diversos factores, sendo os mais importantes a 
temperatura de annealing e a concentração de MgCl2 . 
 Deste modo, sabendo que a temperatura é determinante no annealing dos primers à 
sequência-alvo, temperaturas mais baixas poderão induzir emparelhamentos 
inespecíficos (noutros locais da molécula de ADN-alvo). 
A concentração de Mg2+, por sua vez, também afecta a especificidade de  
uma molécula 
duas moléculas 
o mesmo deste 
lado da figura 
quatro moléculas 
Molécula com o mesmo 




emparelhamento e a extensão dos primers, aconselhando-se a utilização de Mg2+ numa 
gama de concentrações entre 1,5 e 3,0 mM. Concentrações acima deste intervalo 
resultam, geralmente, em emparelhamentos inespecíficos e abaixo do mesmo poderá 
não existir amplificação de qualquer produto. 
A concentração dos primers deve situar-se entre 0,1 e 1,0 μM e a de trifosfatos de 
nucleotídeos (dNTP) é estabelecida nos 200 μM. Estas concentrações devem exceder 
em grande escala a concentração da sequência-alvo, para que não seja diminuída a taxa 
de reacção durante o processo de amplificação.  
Por último, a concentração de enzima é habitualmente cerca de 1 nM, não sendo a taxa 
de reacção afectada pela concentração de Taq. 
 
O resultado final de uma experiência de PCR é a produção de milhões de amplicões. A 
forma mais comum de detectar os produtos de PCR é por electroforese em gel de 
agarose ou poliacrilamida (Figura 17), em que cada fragmento aparece como uma banda 















5.1 QF-PCR (Quantitative Fluorescent PCR) 
O ADN de muitas espécies contém pequenas sequências que se repetem de algumas até 
milhares vezes, formando sequências de comprimentos variados - STR’s: Short 
Tandem Repeats  [regiões do genoma hipervariáveis, formadas por elementos de 
repetição de 2 a 7 bp, cujo carácter polimórfico advém da variação do número de 
unidades repetidas (GROUP, UMD, 1995)]: 
- Microssatélites – unidades de ADN formadas por repetições de 2 a 4 pares de bases 
(bp); 
- Minissatélites – unidades de ADN formadas por repetições em número superior de 
pares de bases (até 100 bp). 
Os STR’s são facilmente detectáveis por PCR e, dado que o seu tamanho pode variar 
entre cromossomas homólogos (heterozigotia), são normalmente utilizados como 
marcadores na construção de mapas genéticos (Adinolfi et al., 1997). 
Desde 1993 que os STR’s são utilizados para detectar anomalias cromossómicas 
específicas, devido ao seu polimorfismo, estabilidade no tempo de vida de um indivíduo 
e adequação a ensaios multiplex. Os mais utilizados contêm repetições de 
tetranucleotídeos, por terem uma maior estabilidade durante o processo de amplificação. 
 
Em 1993, Mansfield desenvolveu uma estratégia de marcação fluorescente de primers 
para detectar trissomias dos cromossomas 21 e 18. A marcação dos produtos de PCR é 
assegurada através da utilização de primers marcados, para cada STR. Dado que na fase 
exponencial da amplificação a quantidade de produto produzido é proporcional à 
quantidade da sequência-alvo inicial (Ferrer, 1992), esta técnica pode ser usada para a 
detecção de aneuploidias. 
 
Assim, o QF-PCR baseia-se na amplificação de sequências específicas de ADN 
(STR’s), polimórficas em comprimento entre indivíduos. Esta técnica utiliza primers 
fluorescentes, num ensaio multiplex, que permitirão a visualização e quantificação 
(através da análise automatizada da intensidade de fluorescência detectada por um 
sequenciador automático) dos segmentos amplificados. O número óptimo de ciclos de 
PCR deverá ser avaliado de modo a obter, em heterozigotia, dois picos de igual 
actividade de fluorescência correspondentes a dois alelos diferentes num locus (Adinolfi 
et al., 1997). Para cada cromossoma analisado, a interpretação dos resultados baseia-se 
no número de picos de fluorescência, bem como no cálculo das rácios entre esses picos, 
utilizando a altura dos picos, a sua área ou ambos. 
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Normalmente são utilizados 3 a 4 STR’s por cromossoma, de modo a reduzir o número 
de resultados não informativos. 
Deste modo, indivíduos normais heterozigóticos deverão apresentar rácios de 1:1. Se o 
STR for altamente polimórfico, poucos serão os indivíduos homozigóticos, que 
mostrarão apenas um pico (Figura 18). 
 
 
Figura 18 – Representação esquemática da detecção de trissomias utilizando STR’s específicos e a 














Num indivíduo trissómico, três doses de marcador serão detectadas, numa das possíveis 
formas: 
- 3 picos de fluorescência com uma rácio de 1:1:1 (trissómico trialélico) (Figura 18 – 
A) 
Ou 
- 2 picos de fluorescência com uma rácio de 2:1 (trissómico dialélico) (Figura 18 – B) 
Devido ao alto grau de polimorfismo dos STR’s, muito poucos indivíduos trissómicos 
apresentarão um só pico de actividade (trissómicos monoalélicos). (Figura 18 – C) 
 
Como já foi referido, as anomalias cromossómicas mais comuns, cuja frequência 
aumenta com o aumento da idade materna, estão relacionadas com erros de não-            
-disjunção que resultam em aneuploidias. A falência do cariótipo como teste (em 
oposição ao “erro” do teste, que pode dever-se a contaminação ou erro laboratorial) 
deve-se ao insucesso da cultura celular. Deste modo, o QF-PCR poderá desempenhar 
um importante papel na detecção de algumas destas anomalias, porventura apresentando 
uma alternativa válida ao cariótipo (Nicolini et al., 2004). 
 
Vantagens do QF-PCR: 
1 - requer pouca quantidade de ADN e não necessita de cultura celular; 
2 - tem uma sensibilidade na detecção de aneuploidias de 99,2% (Nicolini, 1992); 
3 - permite resultados em 24-48h; 
4 - permite a detecção de contaminação materna, triploidias 69,XXX e a origem 
(materna ou paterna) de material genético extra. 
 
Desvantagens do QF-PCR: 
1 - poderá ocorrer o fenómeno de amplificação preferencial de um alelo – preferential 
amplification ou allele drop-out -, em que um dos dois alelos presentes numa célula 
diplóide é amplificado preferencialmente no início da reacção de PCR, resultando na 
distorção da rácio e consequente possível erro na interpretação dos resultados (não 
informativo) (Finlay, 1995; Ray, 1996; Adinolfi et al., 1997); 
2 – permite  identificar apenas as anomalias que estão a ser procuradas; 
3 – não detecta rearranjos equilibrados nem quaisquer desequilíbrios cromossómicos 




6. MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) 
 
A MLPA é uma técnica desenvolvida e comercializada pelo grupo MRC-Holland que 
permite a amplificação de um número elevado (40-45) sequências de ácido nucleico 
numa única reacção. Esta técnica permite detectar duplicações/deleções numa grande 
variedade de regiões do genoma, podendo ser utilizada em ADN ou mARN. 
 
Este método requer apenas 20 ng de ADN e consegue discriminar sequências cujo 
tamanho difere de apenas um nuleotídeo (Figura 19).  
Para além da pequena quantidade de amostra necessária, a MLPA é uma técnica com 




Figura 19 – Comparação da MLPA com outras técnicas [14] 
 
Os ensaios de MLPA são desenhados de forma a que apenas um par de primers possa 
amplificar todos os fragmentos, ao contrário de uma reacção de PCR convencional, em 
que são utilizados tantos pares de primers quantos os fragmentos a amplificar.  
Na MLPA, para cada sequência-alvo existem duas sondas. Cada sonda está acoplada a 
um segmento de ADN de tamanho variável e sequências idênticas em 3’ e 5’(stuffer 
sequence), o qual, por sua vez, se liga a um par de primers idêntico em todas as sondas. 
Após hibridação das sondas com a sequência-alvo, procede-se à ligação enzimática das 
mesmas (utilizando uma ADN ligase). A stuffer sequence não hibridiza com a 
sequência-alvo, o que permitirá que cada fragmento a amplificar apresente diferentes 
tamanhos. Só quando as duas sondas são hibridizadas à sequência-alvo é que poderão 
ligar-se e permitir, posteriormente, a amplificação (Figura 20). 
Apenas as sondas que foram eficientemente ligadas serão amplificadas e produzirão 
sinal. As outras, não ligadas e contendo apenas uma sequência primer, não serão 
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amplificadas, pelo que não existirá o sinal fluorescente correspondente. Deste modo, 
não é necessária a remoção de elementos não ligados.  
As probe-mix utilizadas nestes testes contêm oito sondas diferentes para cada um dos 
cromossomas 13, 18 e 21, quatro sondas diferentes para cada um dos cromossomas X e 




Figura 20 – Esquema exemplificativo de MLPA [14] 
 
Os resultados de uma experiência de MLPA são interpretados por leitura dos picos de 
fluorescência detectados por electroforese capilar e comparação com um padrão de 
referência ou com as rácios entre os diferentes cromossomas marcadores. Com esta 
comparação, diferenças de área dos picos reflectem números distintos de cópias 
presentes da sequência analisada e a rácio observada entre as áreas de picos diferentes 
reflectirá a rácio existente entre o número de cópias das sequências em questão. Uma 
deleção de um ou mais exões, por exemplo, revelará uma diminuição do pico para 





Figura 21– Resultados de uma análise: ADN controlo (em cima) e ADN com deleção do exão 13 (em 
baixo)  [14] 
 
Vantagens da MLPA: 
1- pode ser usada em diversas aplicações, seguindo o mesmo protocolo, diferindo 
apenas na probe-mix utilizada; 
2- permite a análise de 45 sequências numa única reacção; 
3- é barata! 
4- é reprodutível,  fácil de executar e interpretar; 
5- é sensível, requerendo apenas 20 ng de ADN; 
6- é rápida, obtendo-se resultados em apenas 24h; 
7- exige poucos equipamentos, sendo apenas necessários um termociclador e um 
sequenciador automático (equipamentos normalmente disponíveis num 
laboratório de biologia molecular). 
 
Desvantagens da MLPA: 
1- não permite a detecção de triploidias em casos do sexo feminino (69,XXX); 
2- pode não detectar trissomias parciais ou em mosaico, desde que não sejam 
utilizadas sondas localizadas nos segmentos envolvidos nessas anomalias; 
3-  não detecta anomalias estruturais equilibradas; 
4-  não detecta contaminação materna; 
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Avaliar o eventual interesse da utilização de técnicas de Biologia Molecular (MLPA e 
QF-PCR) na detecção de anomalias cromossómicas de produtos de abortamento como 
complemento/ alternativa às técnicas de citogenética convencional, em situações de 



























1. MATERIAL BIOLÓGICO 
 
As amostras biológicas de produtos de abortamento utilizadas neste estudo foram 
recebidas pelo laboratório para efeitos de diagnóstico e incluem diferentes tipos de 
tecidos: placenta, pele fetal, restos ovulares e cordão umbilical.     
 
Embora na maioria das vezes se obtenham resultados por citogenética convencional 
e/ou por técnicas de biologia molecular em amostras de tecidos colhidos, armazenados 
ou entregues em condições adversas, aqueles deverão ser acondicionados em meio de 
cultura apropriado ou soro fisiológico e entregues no laboratório para processamento até 
24 horas após a colheita. 
 
Neste estudo, as amostras foram agrupadas de acordo com os dados clínicos seguintes: 
aborto espontâneo, anomalias fetais, idade materna avançada, rastreio bioquímico 
positivo para Síndrome de Down, história de abortos de repetição, confirmação de DPN 
(diagnóstico pré-natal) e outras.  
 
Foram analisadas 981 amostras por citogenética convencional, após cultura celular.  
Destas, 146 amostras foram analisadas pela técnica de biologia molecular  MLPA. Nos 
casos com resultado normal do sexo feminino por MLPA (N,XX) foi realizado QF-        
-PCR, no sentido de se excluírem triploidias, não detectadas, nestes casos, por MLPA. 

















2.1 Citogenética convencional – Cariótipo 
 
2.1.1 Cultura Celular 
A cultura celular foi realizada pelo método de cultura in situ, segundo os protocolos de 
rotina utilizados no laboratório. 
 
2.1.2 Coloração e cariotipagem  
A análise citogenética foi realizada utilizando os métodos standard de coloração e 
bandagem GTL (Bandas G – Tripsina – Leishman) de alta resolução.  
Por caso foi analisado um mínimo de 14 metafases, em microscopia óptica (microscópio 
Nikon Eclipse E400). 
A aquisição de imagens digitais foi possível através de uma câmara fotográfica acoplada 
ao microscópio (Cooled CCD – Charged Couple Device – Camera) e a cariotipagem foi 
realizada utilizando o sistema Cytovision (Applied Imaging International, Newcastle 
Upon Tyne). 
 
2.2 Técnicas de Biologia Molecular – MLPA + QF-PCR 
 
2.2.1 Extracção de ADN 
Reagentes: 
- Invisorb Blood Giga kit, cat nr 10311303, Company Invitik 
- Etanol a 96% e a 70% 
- Água MQ estéril 
- 20x AKE e 1x AKE 
 
Protocolo experimental: 
1 – Triturar a amostra 
2 – Guardar durante 20 minutos a 4ºC ou durante 10 minutos a -20ºC 
3 - Centrifugar a 2000 rpm durante 10 minutos ou a 2500 rpm durante 7 minutos, a 4ºC 
4 – Remover o sobrenadante e dissolver o sedimento em 10 ml de 1xAKE 
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5 - Repetir o passo 3 
6 - Remover o sobrenadante 
NOTA: nesta fase poder-se-á armazenar o sedimento a -20ºC. Para continuar com o passo  8 , descongelá-
-lo à temperatura ambiente 
7 – Adicionar 3 ml do Buffer 2 e transferir o sedimento para um tubo de centrífuga de 
15 ml 
8 – Adicionar 50 μl de Proteinase K (20 mg/ml) e misturar cuidadosamente, invertendo 
o tubo 
9 – Incubar durante 1 hora ou, no máximo, overnight, em banho-maria a 60ºC, em 
agitação contínua 
10 – Adicionar 1,8 ml de Buffer 3 e agitar no vortex durante 10 segundos 
11 – Incubar em gelo durante 5 minutos 
12 – Centrifugar durante 15 minutos a 4000 rpm 
13 – Transferir cuidadosamente o sobrenadante para um tubo de centrífuga de 15 ml 
NOTA: se o sobrenadante não estiver completamente transparente, repetir o passo 12 
14 – Adicionar etanol a 96% e inverter cuidadosamente o tubo até que o ADN seja 
precipitado 
15 – Transferir o ADN para um tubo de microcentrífuga de 1,5 ml e adicionar 1 ml de 
etanol a 70% 
16 – Lavar o ADN durante 30 minutos, invertendo o tubo várias vezes a cada 5 minutos 
17 – Remover o etanol a 70% e adicionar de novo 1 ml de etanol a 70% 
18 – Repetir o passo 17 
NOTA: o ADN pode ser armazenado em etanol a 70% a 4ºC, overnight 
19 – Remover completamente o etanol e secar o ADN à temperatura ambiente ( abrir a 
tampa do tubo e deixar em repouso) 
20 – Dissolver o ADN em 50-200 μl de água MQ 













- dNTPs             2.5 mM cada – Applera Portugal 
- MgCl2               25 Mm – Applera Portugal 
- Gold Buffer      10x – Applera Portugal 
- Primers*           Invitrogen 
- AmpliTaq          5U/µl – Applera Portugal 
- Água MQ         B Braun  
- TAMRA-500 
- Formamida desionizada 
 
*AMXY (Amelogenina) (M1) e AMXY modificado (M3) 10 uM 
 
































Água MQ-7.0 µl 
 
 
* - Código de identificação  dos marcadores atribuído pelo laboratório 
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Protocolo experimental: 
A amplificação será efectuada num volume final de 25 µl, que contém: 
 
- 14.8 µl de cada mix (M1, M2 e M3) 
- 3-4 µl ADN  
- 0.3 µl AmpliTaq 
- água MQ 
 
 Programa de PCR:  
→ 5 minutos a 95ºC  
→ 48 segundos a 94ºC,  
→ 48 segundos a 60ºC  
→ 1 minuto a 72ºC  
→ 30 minutos a 72º  
(para 30 ciclos)  
 
No final, as amostras são mantidas a 4ºC 
 
Sequenciação (Electroforese Capilar - ABI) 
1 – Preparar, em tubos ABI: 
 → 1.5-2.0 µl do produto de PCR  
 → 12 µl de formamida  
 → 0.5 µl de TAMRA  
 
2 – Colocar os tubos no termociclador e desnaturar a 94ºC durante 3 minutos, 
arrefecendo de seguida a 4ºC 
 
3 - correr a amostra no aparelho – Sequenciador Automático ABI 310 
 
Condições do aparelho:  
- Temperatura – 60ºC 
- Tempo – 28 minutos 
- Tempo injecção – 5 segundos 
 





Nota: Os reagentes utilizados são fornecidos em kits pelo grupo detentor da técnica – 
MRC-Holland 
 
- água esterilizada 
- SALSA Probe-mix 
- MLPA buffer 
- Ligase-65 buffer A 
- Ligase-65 buffer B 
- água MQ 
- Ligase-65 
- SALSA FAM PCR – primers 
- SALSA Enzyme dilution buffer 
- SALSA Polymerase 
- TAMRA-500 
- formamida desionizada 
 
Protocolo experimental: 
Dia 1 – Desnaturação e hibridação das sondas SALSA 
 
1- Diluir o ADN (20-500ng ou 5 μl de ADN extraído de líquido amniótico) em 5 μl de 
água esterilizada (também pode ser utilizado TE - 10mM Tris-HCL pH 8.2; 1 mM 
EDTA) 
2 – Preparar um tubo branco com 5 μl de água 
3 – Colocar os tubos no termociclador no programa de desnaturação: 
→ desnaturar durante 5 minutos a 98ºC 
→ arrefecer a 25ºC  
4 – Adicionar a cada tubo 3 μl da mix, que contém: 
→ 1,5 μl SALSA Probe-mix 
→ 1,5 μl MLPA buffer 
 
5 – Homogeneizar com cuidado 
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6 – Incubar 1 minuto a 95ºC seguida de uma incubação a 60ºC durante 16 horas 
 
Dia 2 – Reacção de ligação 
1 – Para cada reacção preparar a Ligase-65 mix (Vol total = 32 μl) : 
→ 3,0 μl Ligase-65 buffer A 
→ 3,0 μl Ligase-65 buffer B 
→ 25,0 μl água MQ 
(Misturar) 
→ 1,0 μl Ligase-65 
(Misturar e guardar em gelo) 
 
2 – Reduzir a temperatura do termociclador para 54ºC  
3 – Adicionar, a cada tubo, 32,0 μl Ligase-65 MIX e misturar (amostra MLPA ligation) 
4 – Incubar 15 minutos a 54ºC seguido de 5 minutos a 98ºC 
 
Reacção de PCR 
1 – Preparar, para cada reacção de PCR, a Polymerase mix: 
→ 1,0 μl SALSA FAM PCR – primers 
→ 1,0 μl SALSA Enzyme dilution buffer 
→ 2,75 μl água MQ 
(Misturar bem) 
→ 0,25 μl SALSA Polymerase 
(Misturar e guardar em gelo) 
 
2 – Preparar, em novos tubos: 
 
TUBO 1 TUBO 2 
→ 2,0 μl 10xSALSA PCR buffer 
→ 13 μl de água MQ 
→ 5,0 μl de amostra MLPA ligation 
→ 2,0 μl 10xSALSA PCR buffer    
→ 13 μl de água MQ             
→ 5,0 μl do tubo branco  
  
3 – Colocar os tubos no termocilador a 60ºC 
4 – Adicionar 5,0 μl da Polymerase mix a cada tubo e misturar cuidadosamente 
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5 – Correr o programa de PCR: 
→ 20 segundos a 95ºC 
→ 30 segundos a 60ºC 
→ 60 segundos a 72ºC 
→ 20 minutos a 72ºC 
(para 33 ciclos) 
 
(NOTA: o número de ciclos poderá ser aumentado para 36, se a amostra contiver apenas 
10-20 ng de ADN) 
 
Para confirmar a presença de produto, nesta fase as amostras podem ser corridas em gel 
de agarose (2%) para avaliar a presença/ausência de bandas. 
 
Sequenciação (Electroforese Capilar - ABI) 
1 – Preparar, num tubo ABI: 
→ 0,75 μl do produto de PCR 
→ 0,75 μl de água MQ 
→ 0,75 μl de TAMRA-500 
→ 12,5 μl de formamida desionizada 
 
2 – Colocar os tubos no termociclador e desnaturar a 94ºC durante 3 minutos, 
arrefecendo de seguida a 4ºC 
3 – Correr a amostra no ABI 
 
Análise de dados de MLPA 
1 – Exportar a tabela de resultados, gerada pelo ABI Genescan software, para uma folha 
de Excel; 
2 – Normalizar as áreas de cada produto de amplificação dividindo a respectiva área 
pela soma de todas as áreas dos produtos de amplificação da amostra; 
3 – Determinar a média das áreas normalizadas de cada cromossoma marcador; 
4 – Calcular a rácio entre as médias determinadas. 
(as rácios relativas deverão ser de 1:1, excepto nos casos XY, comparando autossoma:X 
ou autossoma:Y, que deverá ser de 2:1) 
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3.  ANÁLISE DE DADOS 
 
1 – Descrição e comparação de resultados obtidos por  citogenética convencional 
(cariótipo) e por técnicas de biologia molecular (MLPA e QF-PCR) 
2 – Comparação dos resultados obtidos com os dados referidos na literatura 
 
 
4.  ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
As análises estatísticas realizadas consistiram na aplicação do teste do Chi Quadrado no 
sentido de identificar possíveis diferenças entre os resultados obtidos a partir das duas 
técnicas utilizadas (Citogenética Convencional e Biologia Molecular). Foi utilizado o 













































1. Citogenética convencional - Cariótipo 
 
Foram analisados 981 casos por técnicas de citogenética convencional (cariótipo). Em 
234 (23,8%) casos não foi possível obter resultados por insucesso da cultura celular. 
(Gráfico 1) 
 
Dos 747 casos com crescimento celular, nos quais foi realizado o cariótipo, 506 
(67,7%) tiveram um resultado normal (46,XX – n=260, ou 46,XY – n=246) e 241 
(32,3%) tiveram um resultado anormal:  
 - 176 aneuploidias dos autossomas (trissomias) – 73,0% 
 - 22 aneuploidias dos cromossomas sexuais – 9,1%  
 - 28 anomalias estruturais – 11,6% 
 - 15 poliploidias – 6,2% 
































































13 16 18 21 outras mosaico dupla 45,X outras equilibradas desequilibradas
Aborto 
Espontâneo 
234 123 76 0 5 0 1 12 1 0 2 5 0 2 7 
Anomalias 
Fetais 




210 135 35 5 4 2 6 12 4 1 2 0 1 2 1 
Rastreio  
Bioquímico 
26 23 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Abortos 
Anteriores 
30 12 9 0 2 0 0 2 0 0 0 0 1 1 3 
Confirmação 
DPN 
168 12 34 8 0 18 66 6 0 0 6 3 3 9 3 
Não 
Mencionada 
37 28 6 0 0 0 0 0 1 0 2 0 0 0 0 
Outros 54 40 7 0 1 0 0 3 0 2 0 0 1 0 0 
Total 981 506 234 13 12 26 77 37 7 4 13 9 9 19 15 
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2. Biologia molecular (MLPA + QF-PCR) 
 
Dos 234 casos sem crescimento celular (por insucesso da cultura in vitro), 146 casos 
foram analisados por técnicas de biologia molecular, MLPA e QF-PCR.  
Em 6 (4,1%) dos casos não foi possível obter resultados, por má qualidade da amostra, 
e em 9 (6,2%) dos casos apenas se conseguiu confirmar o sexo (inconclusivo). 
(Gráfico 3) 
 
Dos 131 casos com resultado conclusivo foram identificados 94 (71,7%) resultados 
normais (para os marcadores utilizados nos testes realizados) e 37 (28,2%) anomalias: 
- 18 trissomias autossómicas (dos cromossomas 13, 18 ou 21, únicos estudados por 
estas técnicas) – 48,6% 
- 8 aneuploidias dos cromossomas sexuais (7 das quais correspondentes à Síndrome de 
Turner – 45,X) – 21,6% 
- 6  poliploidias – 16,2% 
- 2 trissomias parciais – 5,4% 
- 3 com outros tipo de anomalias (2 monossomias e 1 dupla trissomia) – 8,1% 
Em 8 dos casos com resultado normal feminino por MLPA não foi possível a realização 
do teste de QF-PCR, não se excluindo, assim, triploidias 69,XXX. 








































Tabela 7 – Resultados por Biologia Molecular: MLPA e QF-PC 
 
* - em 2 não se sabe se triplóide (XXX) 
** - em 5 não se sabe se triplóide (XXX) 
*** - em 1 não se sabe se triplóide (XXX) 
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67 47* 6 0 1 3 0 4 1 3 2 
Anomalia 
Fetal 
4 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 
Idade 
Materna 
35 20** 4 1 2 5 2 1 0 0 0 
Abortos 
Anteriores 
1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Confirmação 
DPN 
5 1 1 0 1 2 0 0 0 0 0 
Não 
Mencionada 
28 21*** 2 0 2 0 0 0 0 3 1 
Outros 5 3 1 0 0 0 0 1 0 0 0 




 Diagrama 1 – Número de casos sem crescimento celular estudados por técnicas de 




* - dos quais 8 não se sabe se triplóide (XXX), por não ter sido feito PCR 
 
 
Tabela 8 – Avaliação estatística da diferença na detecção de anomalias entre técnicas 























Sabendo o tipo de anomalias detectado por cada uma das técnicas de biologia 
molecular, foram identificados os casos com cariótipo anormal (n=241) (encontrados 
por citogenética convencional) que aqueles estudos seriam capazes de detectar.  
 
Tabela 9 - Número de casos com cariótipo anormal por citogenética convencional que 
seriam detectáveis/não detectáveis por MLPA e/ou QF-PCR 
 
 MLPA QF-PCR 
DETECTÁVEIS 57,3% 60,6% 




* - Resultados de mosaicismos e/ou aneuploidias associadas a rearranjos estruturais desequilibrado 
























3. INDICAÇÕES CLÍNICAS 
 
Considerando as principais (mais frequentes) indicações clínicas para realização do 
exame: 
 
Tabela 10 - Número de casos com cariótipo anormal por citogenética convencional e 
indicações de Aborto Espontâneo, Anomalias Fetais e Idade Materna Avançada que 















Aborto Espontâneo Anomalias Fetais Idade Materna Avançada
DETECTÁVEIS 28,6% 48% 39% 
MLPA 20% 48% 39% 
QF-PCR 28,6% 48% 39% 
NÃO DETECTÁVEIS 57,1% 48% 58,5% 
MLPA 65,7% 48% 58,5% 
QF-PCR 57,1% 48% 58,5% 
DE DETECÇÃO  
DUVIDOSA 
14,3% 4% 2,5% 
MLPA 14,3% 4% 2,5% 





Resultados dos testes de biologia molecular em casos sem crescimento celular, com 
indicação de Aborto Espontâneo : 
 
Diagrama 2 – Número de casos sem crescimento celular e com indicação de Aborto 
Espontâneo que foram estudados por técnicas de biologia molecular e resultados 
respectivos 
 
*  - dos quais 2 não se sabe se triplóide (XXX) por não ter sido feito PCR 
 
Resultados dos testes de biologia molecular em casos sem crescimento celular, com 
indicação de Anomalias Fetais : 
 
Diagrama 3 – Número de casos sem crescimento celular e com indicação de 









































Resultados dos testes de biologia molecular em casos sem crescimento celular, com 
indicação de Idade Materna Avançada : 
 
Diagrama 4 – Número de casos sem crescimento celular e com indicação de Idade 












































Excluindo os casos com indicação “Confirmação de DPN”, dos quais a maioria das 
anomalias encontradas resultou numa interrupção médica (voluntária) da gravidez (não 
se sabendo se seriam causa de aborto espontâneo) as Tabelas 11 e 12 mostram as 
percentagens das principais anomalias cromossómicas encontradas nos produtos de 
abortamento estudados e comparação com os valores apresentados na literatura.  
 
CITOGENÉTICA CONVENCIONAL - CARIÓTIPO  
Total de casos – n = 613 
Total Anomalias – n = 119 (19,4%) 
 
MLPA + QF-PCR 
Total de casos – n = 127 
Total Anomalias – n = 34 (26,8%) 
 
Tabela 11 – Comparação da frequência de anomalias encontradas com as descritas na 
literatura 
 
ANOMALIA CITOGENÉTICA MLPA+QF-PCR LITERATURA* 
45,X 2,0% 5,5% 8,6% 
Trissomias 11,1% 13,4% 26,8% 
Poliploidias 2,0% 4,7% 9,8% 
Estruturais 2,6% - 2,0% 
 
 Tabela 12 – Comparação das frequências das principais trissomias encontradas em 
abortos espontâneos com as descritas na literatura 
 
TRISSOMIA CITOGENÉTICA MLPA+QF-PCR LITERATURA* 
TRIS 13 0,8% 0,8% 1,1% 
TRIS 16 2,0% - 7,5% 
TRIS 18 1,3% 4,7% 1,1% 
TRIS 21 1,8% 6.3% 2,3% 
 
*- Dados referidos apenas a citogenética convencional, Tabelas 3 e 5 da 





Tabela 13 – Em abortos espontâneos - Avaliação estatística da diferença na 
detecção de anomalias cromossómicas entre as técnicas de citogenética convencional 




No sentido de comparar as frequências, em abortos espontâneos, das anomalias 
detectadas tanto por técnicas de citogenética convencional como por biologia molecular 
(MLPA+QF-PCR), retiraram-se, dos números anteriores, todos os casos de anomalias 
não detectáveis com as sondas usadas nas técnicas de MLPA/QF-PCR. 
 
CITOGENÉTICA CONVENCIONAL - CARIÓTIPO  
Total de casos – n = 542 
Total Anomalias – n = 48 (8,9%) 
 
MLPA + QF-PCR 
Total  de casos – n = 121 






Tabela 14 - Em abortos espontâneos - Avaliação estatística da diferença na detecção 
das anomalias cromossómicas identificadas quer por técnicas de citogenética 
convencional quer por biologia molecular  
(Testes de Chi Quadrado – Tabelas em ANEXOS) 
 
 
RESULTADO χ2 p 
Total Anomalias 19,887 < 0,001 
Trissomia 13 0,010 ns 
Trissomia 18 5,804 0,016 
Trissomia 21 7,461 0,006 
45,X 4,532 0,033 
Poliploidia 2,821 ns 































































1. Citogenética convencional 
 
A taxa de insucesso de cultura celular verificada neste trabalho (23,9%) encontra-se dentro 
do intervalo de 10% - 40% descrito na literatura (Lomax et al., 2000; Fritz et al., 2001). 
 
Nos casos de sucesso de cultura celular, foi realizado o estudo citogenético dos produtos de 
abortamento, tendo-se obtido resultados, em média, ao fim de 8 dias de cultura.  
 
Nesta análise a frequência de anomalias encontradas em abortos espontâneos (19,4%) 
revelou-se bastante aquém da relatada na literatura, de cerca de 50% (Hassold et al., 1980). 
No entanto, a maioria dos dados publicados refere-se a abortos espontâneos do primeiro 
trimestre, enquanto no presente estudo a maioria dos abortos correspondiam a uma idade 
gestacional superior a 13 semanas, o que poderá explicar uma menor frequência de 
anomalias cromossómicas como causa de abortos do segundo trimestre. 
Pelo mesmo motivo, as frequências de cada anomalia encontrada no presente estudo 
diferem das relatadas na literatura (Tabela 11). 
No entanto, a frequência relativa de cada grupo de anomalias encontrada neste estudo é 
semelhante à descrita na literatura para anomalias numéricas, sendo apenas 
significativamente diferente no que concerne às anomalias estruturais. A maior proporção 
por nós encontrada destas anomalias poderá eventualmente dever-se a uma resolução dos 
cromossomas, porventura, superior à verificada nos estudos publicados (muitos deles sem 
bandas de alta resolução) (Tabela 11). 
 
A frequência de casos observados com trissomias 13, 18 ou 21 está de acordo com o 
publicado (Tabela 12). 
No entanto, a frequência observada de casos com trissomia 16 ficou muito aquém do 
descrito na literatura (Tabela 12), o que se poderá explicar pelo facto de a maioria das 
amostras utilizadas neste estudo serem provenientes de abortamentos do segundo trimestre, 
sendo sabido que a frequência de trissomia 16 é muito menor nesse período de gestação do 
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2. Técnicas de Biologia Molecular 
 
Cerca de 60% dos casos de insucesso de estudo por cariótipo foram analisados por técnicas 
de biologia molecular (MLPA e QF-PCR) – os restantes casos não foram analisados por  
não existir material biológico disponível – obtendo-se resultados conclusivos em 89,7% 
dos casos. Em 10,3% dos casos não se obtiveram resultados (6 casos - 4,1%) ou obtiveram-
se resultados inconclusivos, tendo sido possível apenas a determinação do sexo (9 casos -  
6,2%), devido à má qualidade e/ou insuficiente quantidade de amostra (ADN).  
 
Embora as técnicas de biologia molecular não permitam a detecção de todas as anomalias 
cromossómicas, a frequência de anomalias encontrada por estas técnicas (28,2%) não é 
significativamente diferente, p > 0,05 (Tabela 8), da encontrada por citogenética 
convencional (32,3%), o que demonstra a elevada  frequência, nestas amostras, das 
anomalias detectáveis por biologia molecular. 
 
Em abortos espontâneos (excluindo os casos com indicação “Confirmação de DPN”), a 
frequência de casos com trissomia 13 detectada por biologia molecular é semelhante à 
encontrada por citogenética convencional e à descrita na literatura (Tabela 12).  
No entanto, a frequência das trissomias 18 e 21 é, nestes estudos, significativamente 
superior à descrita na literatura, baseada em estudos de citogenética convencional (Tabela 
12), com p  <  0,05 (Tabela 14). 
 
Estes dados sugerem que o insucesso de cultura celular poderá estar associado a uma maior 
incidência de aneuploidias dos cromossomas 18 e 21, pelo que a frequência de anomalias 
detectada por citogenética convencional em abortos espontâneos poderá estar subestimada 
(Fritz et al., 2001). 
 
As técnicas de MLPA e QF-PCR identificariam cerca de 60% das anomalias encontradas 
por citogenética convencional (Tabela 9),  o que se compreende, dado que apenas são 
detectáveis aneuploidias sexuais, trissomias 13, 18 e 21 e poliploidias. 
Dado que estas técnicas se baseiam na comparação de rácios relativas ao produto de 
amplificação, obtidas para cada cromossoma, situações de mosaicismo poderão não ser 
correctamente detectadas.  De igual modo, as técnicas de MLPA e QF-PCR não permitem a 
distinção entre trissomias livres e trissomias associadas a rearranjos estruturais.  
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Com efeito, como foi referido na introdução, indivíduos com rearranjos estruturais 
equilibrados têm uma grande probabilidade de originar gâmetas desequilibrados e, 
consequentemente, zigotos desequilibrados, pelo que a distinção entre trissomias livres (em 
que o risco de recorrência numa gravidez seguinte é inferior a 1%) e trissomias associadas a 
uma translocação herdada é de grande importância. Assim, em casos com trissomias 
detectadas apenas por técnicas de biologia molecular, dever-se-á propor a análise de 
cariótipo em sangue periférico do casal progenitor, no sentido de confirmar a presença de 
algum rearranjo equilibrado.  
Apesar desta limitação, é de sublinhar que apenas foram encontradas trissomias dos 
autossomas associadas a desequilíbrios estruturais em 5 dos 747 casos analisados (com 
resultado) por citogenética convencional, o que corresponde a 0,7% dos casos. 
 
 
Quanto à análise dos resultados obtidos com diferentes técnicas, de acordo com as 
principais indicações clínicas, verificou-se que: 
 
1 – Casos com indicação de Aborto Espontâneo (Tabela 10 e Diagrama 2) 
- apenas 20% - 30% das anomalias encontradas por citogenética convencional seriam 
detectáveis por biologia molecular, o que demonstra a quantidade de aneuploidias 
envolvendo outros cromossomas que não os 13, 18, 21, X e Y (n=17 - 35,4% do total de 
trissomias não detectáveis por biologia molecular) e de rearranjos estruturais (n=2 – 6,9% 
do total de rearranjos estruturais) presentes neste grupo; 
 
- os casos que seriam, teoricamente, detectados por MLPA e QF-PCR diferem em cerca de 
9%, o que explica pelo número de triploidias 69,XXX presentes neste grupo; 
 
- quanto às aneuploidias em mosaico verificadas neste grupo, uma (trissomia do 
cromossoma 10 em mosaico) não seria detectada por técnicas biologia molecular e as outras 
cinco (monossomia X em mosaico) poderiam ou não ser detectadas, consoante a 
percentagem da linha celular anormal do caso em questão, pelo que foram classificadas 
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2 – Casos com indicação de Anomalia Fetal (Tabela 10 e Diagrama 3) 
- cerca de 50% das anomalias presentes neste grupo seriam detectáveis por biologia 
molecular, sendo as anomalias não detectáveis sobretudo rearranjos estruturais (n=8 - 
27,5% do total de rearranjos estruturais) e 3 trissomias não pesquisadas por estas técnicas;  
 
- não foram encontradas diferenças entre os resultados obtidos por MLPA e QF-PCR, o que 
apenas traduz a ausência total de triploidias 69,XXX neste grupo; 
 
- 1 caso de monossomia X em mosaico poderia ser ou não detectado, consoante a 
percentagem da linha celular anormal, pelo que foi classificado como “de detecção 
duvidosa”. 
 
3 – Casos com indicação de Idade Materna Avançada (Tabela 10 e Diagrama 4) 
- cerca de 40% das anomalias presentes neste grupo seriam detectáveis por biologia 
molecular, o que mostra que, mesmo neste grupo (em que se esperaria uma maior 
prevalência de trissomias 13, 18 e 21), se verifica uma forte presença de aneuploidias 
envolvendo outros cromossomas que não os 13, 18 e 21 (n=17 – 35,4% do total de 
trissomias não detectáveis) e de rearranjos estruturais (n=3 – 10,3% do total de rearranjos 
estruturais); 
 
- não foram encontradas diferenças entre os resultados obtidos por MLPA e QF-PCR, o que 
apenas traduz a ausência total de triploidias 69,XXX; 
 
- 1 caso de trissomia 21 em mosaico poderia ou não ser detectado por biologia molecular, 
consoante a percentagem da linha celular anormal do caso em questão, pelo que foi 
classificado como “de detecção duvidosa”; 
 
- apesar da elevada proporção de trissomias não detectáveis por biologia molecular 
(nomeadamente trissomias 15, 16 e 22), foram detectadas 11 (32,4%) anomalias em 31 
casos com resultado conclusivo por MLPA/QF-PCR, um valor mais elevado do que nos 
casos com indicação de Aborto Espontâneo ou mesmo no total dos casos analisados por 





DISCUSSÃO DE RESULTADOS E CONCLUSÃO 
 
 
Em conclusão, apesar de os marcadores genéticos utilizados nas técnicas de biologia 
molecular (MLPA e QF-PCR) não detectarem uma percentagem considerável de anomalias 
cromossómicas, permitem porém a obtenção de um resultado conclusivo ou, pelo menos, da 
exclusão das anomalias que conseguem identificar nos casos em que, devido ao insucesso 
de cultura celular, não haveria qualquer informação 
 
 A identificação da causa de uma perda fetal é fulcral para o casal na procura de 
tranquilidade psicológica (a médio e longo prazos), na avaliação do risco de um novo 
abortamento e, portanto, para melhorar o aconselhamento genético em gravidezes 
subsequentes (Nikcevic et al., 1999; Carp et al., 2001).  
A importância da identificação de anomalias cromossómicas nos produtos de abortamento, 
para avaliar o risco de aneuploidias em futuras gestações é compreensivelmente menor no 
caso de grávidas que pertencem a um grupo com indicação para Diagnóstico Pré-Natal 
(DPN) - com idade materna avançada, em processos reprodução medicamente assistida, 
com rastreio bioquímico positivo para trissomias 13, 18 e/ou 21, com anomalias 
ecográficas, entre outros -, já que qualquer desequilíbrio seria identificável em DPN. 
 
As técnicas de biologia molecular aqui descritas são rápidas, baratas (comparativamente à 
citogenética convencional) e de fácil execução, obtendo-se resultados em 24h a 48h (será 
possível, por vezes, obter resultados em menos de 24h). 
Comparativamente à QF-PCR, que aparentemente será mais completa do que a MLPA por 
detectar triploidias 69,XXX e contaminação materna e por permitir a identificação da 
origem de material genético extra, a MLPA tem sobre aquela técnica algumas vantagens de 
importância a valorizar: 
- é mais rápida;  
- utiliza 8 marcadores genéticos (sondas) para cada cromossoma, em oposição aos 3/4 
utilizados em QF-PCR, o que traz uma maior segurança de resultados, uma mais fácil e 
correcta interpretação de rácios e uma maior probabilidade de detecção de aneuploidias 
parciais;  
- utiliza marcadores que se localizam fora dos locais de polimorfismos conhecidos, ao 
contrário da QF-PCR que utiliza sondas polimórficas, evitando os resultados não 
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Para além das técnicas estudadas neste trabalho, existem outros testes de biologia molecular 
utilizados para o mesmo objectivo apresentado, como a FISH (Fluorescent in situ 
hybridization) e a CGH (Comparative Genomic Hybridization). 
A introdução da técnica de FISH veio aumentar o limite de resolução alcançado pela análise 
por citogenética convencional e permitir a pesquisa rápida de aneuploidias em núcleos 
interfásicos, sendo já uma técnica de diagnóstico reconhecida. Esta técnica baseia-se na  
utilização de sondas (sequências conhecidas de ADN) marcadas com fluorescência e 
respectiva hibridação em núcleos interfásicos. O número de sondas hibridizadas 
corresponderá ao número de cópias da sequência em questão presentes naquela célula. Por 
visualização das sondas marcadas num microscópio óptico de fluorescência poder-se-ão 
detectar as aneuploidias correspondentes aos cromossomas nos quais estão presentes as 
sequências de ADN com as quais a sonda hibridizou: dois sinais de fluorescência 
corresponderão a duas cópias desse cromossoma (normal) e, por exemplo, três sinais de 
fluorescência corresponderão a uma trissomia (três cópias) do cromossoma em questão. 
Existe, hoje, uma grande variedade de sondas que permitem a detecção específica de 
aneuploidias e/ou rearranjos estruturais (sondas centroméricas, sondas sub-teloméricas, 
sondas de sequência única (locus-específicas) e sondas de pintura cromossómica). A 
principal desvantagem desta técnica é a de não distinguir desequilíbrios fora dos locais de 
hibridação da sonda. 
A técnica de CGH, por seu lado, permite a identificação de desequilíbrios ao longo de todo 
o genoma. Esta técnica baseia-se na extracção de ADN de um indivíduo controle com 
cariótipo normal conhecido e de um outro (o que se quer conhecer) de cariótipo 
desconhecido. As duas amostras de ADN são marcadas com dois fluorocromos diferentes e 
co-hibridizadas a cromossomas de metafases provenientes de um cariótipo normal 
conhecido. As diferenças de intensidade de fluorescência ao longo de cada cromossoma 
identificarão desequilíbrios genómicos: um maior pico de intensidade de fluorescência do 
fluorocromo correspondente ao nosso sujeito, por exemplo, corresponderá a um aumento de 
material genético nesse cromossoma, permitindo, assim, a identificação de desequilíbrios. 
Para além de depender do nível de resolução dos cromossomas  aos quais são hibridizadas 
as amostras, a CGH também não identifica rearranjos equilibrados ou poliploidias (Shaffer, 
2007). 
A optimização da técnica de CGH – array-CGH, que substitui os cromossomas em 
metafase pela utilização de clones de fragmentos de ADN conhecidos – conduz a um 
aumento de sensibilidade, resolução e facilidade de execução tais que alguns autores 
(Benkhalifa et a.., 2005) sugerem que esta poderá, num futuro próximo, ser técnica de 
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rotina em laboratórios de citogenética clínica, em áreas como a do diagnóstico pré-              
-implantatório, da citogenética do cancro e de produtos de abortamento, entre outras. No 
entanto, a array-CGH obriga a técnicas laboratoriais e sistemas de análise altamente 
especializados, pelo que a sua implementação em laboratório exige um enorme esforço, 
quer a um nível técnico, quer a um nível económico (Fritz et al., 2001). 
  
 
Embora em grande expansão ao nível de sensibilidade e resolução, estas técnicas são, 
comparativamente à MLPA e QF-PCR, francamente mais dispendiosas, requerem mais 
tempo e material e só permitem a análise de um caso de cada vez. 
 
 
As técnicas de MLPA e QF-PCR anunciam-se com uma importância reconhecida nas 
situações apresentadas, no entanto,  a optimização destes testes é essencial.  
 
Optimizações propostas: 
1 – em QF-PCR será importante a melhoria de resultados através da utilização de 
marcadores para os cromossomas 15, 16, e 22, que representam uma proporção elevada de 
trissomias reconhecidas em produtos de abortamento, sendo que a trissomia 15 se apresenta 
com a mesma frequência da do cromossoma 16 (2,0%) e a trissomia 22 se apresenta com a 
mesma frequência da do cromossoma 18 (1,3%). Deste modo, poderá ser importante a 
construção de uma mix que contenha, para além dos já existentes, marcadores para estes 
cromossomas, a ser utilizada em produtos de abortamento. 
 
2 – em MLPA será importante a optimização do protocolo da utilização de marcadores sub- 
-teloméricos [probe-mix P036B e P070 (MRC-Holland),] em oposição aos marcadores 
centroméricos utilizados neste trabalho (SALSA MLPA KIT P001 Trisomy), já que 
abrange todos os cromossomas e permite, teoricamente, a detecção de todas as aneuploidias 
completas, uma proporção importante de aneuploidias parciais e rearranjos desequilibrados 
envolvendo as regiões terminais dos cromossomas (por vezes não detectáveis por 
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Tabela 15 - Avaliação estatística da diferença na detecção de anomalias identificadas 
por técnicas de citogenética convencional e de biologia molecular, em aborto 























Tabela 16 – Avaliação estatística da diferença de detecção de trissomias 13 entre as 
técnicas de citogenética convencional e de biologia molecular, em aborto espontâneo 































Tabela 17 – Avaliação estatística da diferença na detecção de trissomias 18 entre as 
técnicas de citogenética convencional e de biologia molecular, em abortos espontâneos 






























Tabela 18 – Avaliação estatística da diferença na detecção de trissomias 21 entre as 
técnicas de citogenética convencional e de biologia molecular, em aborto espontâneo 

























Tabela 19 – Avaliação estatística da diferença na detecção de monossomia X entre as 
técnicas de citogenética convencional e de biologia molecular, em aborto espontâneo 































Tabela 20 - Avaliação estatística da diferença de detecção de poliploidias entre as 
técnicas de citogenética convencional e de biologia molecular, em aborto espontâneo 
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